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“(...) Como chegar a outro chão, outros lugares,  
conhecer novas paisagens, inteirar-se de novos cultivos,  
deleitar-se com outras cores e formas de terras,  
espelhar-se e moldar-se, se se recusa a ir?  
Para longe ou perto, para próximo ou muito distante,  
para onde se possa estiar a própria bandeira e dizer:  
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Avaliação da Função da MAGP-1 na Formação de Neoíntima 
 RESUMO 
 
As fibras elásticas são responsáveis por darem sustentação a tecidos, como artéria aorta, 
pele, pulmão. São compostas por dois componentes distintos, elastina e microfibrila, 
quando analisadas por microscopia eletrônica. Anteriormente, os pesquisadores 
acreditavam que a principal função da rede de microfibrila, composta principalmente de 
fibrilinas e MAGPs, era na formação das fibras elásticas. Mas, sabe-se hoje, que a rede de 
microfibrila também é essencial na sinalização molecular. As MAGPs são proteínas 
aparentemente importantes para a função estrutural das microfibrilas e seu 
desenvolvimento. Embora sua função biológica ainda não seja conhecida, muitos estudos 
têm demonstrado sua interação com várias moléculas in vitro, como as fibrilinas 1 e 2, 
tropoelastina, biglican, decorina e colágeno VI. Até o momento nenhuma patologia foi 
relacionada à deficiência ou mutações no gene da MAGP1.  Entretanto, dados preliminares 
demonstram que camundongos deficientes em MAGP1, quando submetidos à angioplastia, 
desenvolvem mais neoíntima quando comparados com animais selvagens. O procedimento 
de angioplastia resulta muitas vezes no remodelamento vascular, levando a reestenose ou 
formação de neoíntima. Muitos estudos têm relacionado o TGF-β com o processo de 
reestenose após angioplastia, justamente pelo fato desse fator de crescimento ser capaz de 
modular o desenvolvimento e remodelamento vascular. Levando em consideração dados 
recentes que demonstram que a MAGP1 tem a capacidade de interagir com o TGF-β ativo, 
foi de nosso interesse tratar os camundongos deficientes em MAGP1 e selvagens com 
losartan (antagonista de TGF-β) para verificar a função da MAGP1 e a possível 
participação de TGF-β na formação de neoíntima. Os animais foram tratados com losartan 
ou placebo por 4 semanas e então submetidos ao ensaio de angioplastia, aferição da pressão 
sanguínea e dosagem de TGF-β plasmático. Observou-se que todos os animais são 
normotensos e, que o tratamento com losartan resultou em uma redução na formação de 
neoíntima em comparação com os animais não tratados e que não houve diferença na 
formação de neoíntima entre os animais deficientes em MAGP1 comparados com 
selvagens. Não houve alteração dos níveis de TGF-β total. Os dados sugerem que a 
MAGP1 parece não ser importante no processo de formação de neoíntima e que o 
tratamento com losartan é eficaz na redução da formação da neoíntima, sem alterar a 
pressão sanguínea e os níveis de TGF-β. 
 






Evaluation of MAGP1’s Function in Neointima Formation 
 ABSTRACT 
 
Elastic fibers are responsible for providing support to tissues such as aorta, skin and lung. 
They are composed of two distinct components, elastin and microfibrils, when analyzed by 
electron microscopy. Previously, researchers believed that the main function of the 
microfibrils network, mainly composed of fibrilin and MAGPs, was the formation of the 
elastic fiber. But, today, we know that the microfibril network is essential for molecular 
signaling also. The MAGPs are proteins apparently important for the structural functions of 
the microfibrils and development. Although its biological function is not known yet, many 
studies have demonstrated its interaction with various molecules in vitro, such as fibrilin 1 
and 2, tropoelastin, biglycan, decorin and type VI collagen. So far no pathology was related 
to MAGP1 deficiency or mutations. However, preliminary data show that MAGP1 
deficient mice when assayed using angioplasty model they developed more neointima than 
wild-type animals. The angioplasty procedure often results in vascular remodeling, leading 
to restenosis. Many studies have shown that TGF-β is related to this process mainly 
because this growth factor is able to modulate the development and vascular remodeling. 
Take into account recent data showing that MAGP1 has the ability to interact with active 
TGF-β, it was our interest to treat the MAGP1 deficient and wild-type mice with losartan 
(antagonist of TGF-β) to verify the MAGP1 function and possible involvement of TGF-β in 
the neointima formation. Mice were treated with losartan or placebo for 4 weeks and then 
tested on angioplasty, blood pressure measurement and serum TGF-β.  It was observed that 
all animals are normotensive, and that losartan treatment resulted in a neointima reduction 
compared with untreated animals. No difference in neointima formation was observed 
between the MAGP1 deficient and wild-type mice. There was no change in total serum 
TGF-β levels. Data suggest that MAGP1, apparently is not important in neointima 
formation and the losartan treatment is effective in reducing neointima formation without 
affecting blood pressure and levels of TGF-β. 
 
Keywords: Microfibril-associated glycoprotein-1; Transforming growth factor beta; 






















As fibras elásticas são responsáveis por dar sustentação aos tecidos, como artéria 
aorta, intestino, pele, dentre outros (Kielty et al., 2002). Elas são compostas por dois 
componentes distintos, elastina e microfibrila, quando analisadas por microscopia 
eletrônica. A rede de microfibrila é a primeira a ser desenvolvida, em seguida, infiltrada por 
tropoelastina, que origina a elastina, a qual resulta na fibra elástica madura (Fahrenbach et 
al., 1996). Anteriormente, os pesquisadores acreditavam que a principal função dessa rede 
de microfibrila − composta principalmente por duas glicoproteínas: fibrilinas e MAGPs 
(Microfibril-Associated GlycoProtein) − era na formação das fibras elásticas, onde ocorre a 
deposição de tropoelastina por ação das enzimas lisil oxidases, que promovem as reações 
cruzadas (de “cross-linking”) entre estes monômeros, para formação do polímero insolúvel 
e amorfo de elastina. Mas, sabe-se, hoje, que a rede de microfibrila é essencial para 
sinalização molecular. 
As MAGPs são proteínas aparentemente importantes para a função estrutural das 
microfibrilas e seu desenvolvimento. Muito embora, a função biológica da MAGP1 não 
seja conhecida, muitos estudos bioquímicos têm demonstrado sua interação com várias 
moléculas in vitro, dentre elas, fibrilinas 1 e 2, tropoelastina, biglican, decorina e colágeno 
tipo VI (Jensen et al., 2001; Finnis & Gibson, 1997; Werneck et al., 2004; Trask et al., 
2000). Até o momento, nenhuma patologia foi relacionada à deficiência ou mutações no 
gene da MAGP1. 
De acordo com dados da literatura, a MAGP1 desempenha um papel importante na 
formação de microfibrilas durante a embriogênese e sua expressão é crítica para o 




aparentemente estão associadas com a diminuição da interação integrina/matriz extracelular 
(Chen et al., 2006), evidenciando a importância da MAGP1 como proteína capaz de mediar 
a interação das células com o ambiente externo. Porém, em mamíferos essas alterações não 
estão presentes, sendo que os camundongos deficientes em MAGP1 apresentam expectativa 
de vida e prole normais, sugerindo que a MAGP1, pelo menos no que se refere ao 
desenvolvimento, não desempenha papel fundamental. Mas, pode ser importante na 
homeostase dos tecidos em que faz parte (Werneck et al., 2008; Weinbaum et al., 2008). 
Dados preliminares demonstraram que camundongos deficientes em MAGP1, 
quando submetidos a um modelo de angioplastia, desenvolvem mais neoíntima quando 
comparados com animais selvagens (79,9% e 52,7%, respectivamente). O procedimento de 
angioplastia resulta, muitas vezes, na hiperplasia da íntima e no remodelamento vascular. 
Os mecanismos que passam a atuar são complexos e multifatoriais, onde ocorre  a ativação 
das células musculares lisas com sua alteração fenotípica, migração para a camada íntima, 
proliferação e produção de matriz extracelular, que contribui para a redução do lúmen 
arterial e limitação do fluxo sanguíneo, levando a reestenose (Forrester et al. 1991; da Luz 
& Solimene, 1997). 
Muitos estudos têm relacionado o fator de crescimento transformante-β (TGF-
β) com a reestenose após angioplastia, justamente pelo fato desse fator de crescimento ser 
capaz de modular o desenvolvimento e o remodelamento vascular (Ramirez & Dietz, 2007; 
Yamamoto et al., 200).  
Levando em consideração dados recentes que demonstram que a MAGP1 tem a 
capacidade de interagir com o TGF-β ativo, sugerindo que esta proteína poderia estar 




nosso interesse tratar os camundongos deficientes em MAGP1 e os selvagens com o 
fármaco losartan (inibidor de receptor AT1 de angiotensina II), que resulta em diminuição 
nos níveis de TGF-β, a fim de comparar se a inibição do receptor AT1, provocada pelo 
losartan, pode mediar a inibição da resposta excessiva do TGF-β, a qual desencadeia um 










































2. Revisão da Literatura 
 
2.1. Fibras elásticas 
As fibras elásticas são importantes componentes da matriz extracelular de estruturas 
ou órgãos que são submetidos à constante estresse mecânico, tais como pulmão, pele e 
grandes vasos. Por meio da análise ultra-estrutural, é possível identificar dois componentes 
bem distintos: uma rede de microfibrilas com diâmetro de aproximadamente 12nm 
entremeada por uma substância mais elétron-densa e amorfa formada pela elastina (figura 
2.1). As microfibrilas são constituídas por vários componentes dos quais se destacam as 
fibrilinas, que são os componentes majoritários, e outras moléculas como as MAGPs 
(“Microfibril-Associated GlycoProtein”), fibulinas, entre outras (Kielty et al., 2005; Kielty 
et al., 2002).  
Análise ultra-estrutural revela que as microfibrilas têm aparência semelhante a um 
“colar de contas”. Uma das principais funções das microfibrilas é participar na formação 
das fibras elásticas. Durante o desenvolvimento, a rede de microfibrila funciona como um 
molde para a deposição apropriada de tropoelastina, para a posterior ação das enzimas lisil 
oxidases, promovendo as reações de “cross-linking” entre estes monômeros, formando, 
então, o polímero insolúvel e amorfo de elastina. As funções específicas de cada um dos 
componentes na formação das microfibrilas e das fibras elásticas ainda não são totalmente 
conhecidas. Mutações no gene da fibrilina 1 estão relacionadas com a Síndrome de Marfan 
e resulta em anormalidades no esqueleto ósseo e na formação das paredes dos vasos 
sanguíneos, que ficam sujeitos à ocorrência de aneurismas e rupturas (Reinhardt et al., 




doença autossômica de caráter dominante, que apresenta algumas características em 
comum com a Síndrome de Marfan (Lee et al., 1991; Gupta et al., 2002). Fibrilina-3 é o 
mais novo membro desta família de glicoproteínas e até o momento, nenhuma patologia foi 
caracterizada como estando associada a esta molécula. 
 
 
Figura 2.1.  Eletromicrografia de tecido rico em fibra elástica (aorta) em desenvolvimento. A – 
Visão geral do tecido rico em fibra elástica. B e C – Presença de uma região mais eletrodensa, a 
elastina, e a rede de microfibrila. B – Corte longitudinal e C – Corte transversal (Davis, 1994). 
 
2.2. MAGPs  
As MAGPs formam outro grupo de proteínas aparentemente importante para a 
função estrutural das microfibrilas e seu desenvolvimento, muito embora, atualmente, 
saiba-se da ocorrência de isoformas intracelulares que podem desempenhar importante 
função na sinalização celular. Os dois membros da família das MAGPs, MAGP1 e 2, 
apresentam como principal característica, uma seqüência de 60 aminoácidos na região C-




(Segade et al., 2002). Ao contrário das fibrilinas, que são glicoproteínas de alta massa 
molecular, as MAGPs apresentam baixa massa molecular (aproximadamente 20 kDa).  
MAGP1, que é o principal foco deste estudo, possui dois domínios distintos: a 
região N-terminal, com características ácidas, é rica em prolina e contém um segmento rico 
em resíduos de glutamina, e a região C-terminal, que apresenta todos os 13 resíduos de 
cisteína presentes na molécula e carga líquida total positiva, em pH fisiológico. Esta região 
é muito importante na determinação da estrutura terciária e na interação da proteína com 
outras moléculas presentes nas fibras elásticas, através da formação de pontes bissulfeto 
(Prosser et al., 1984). 
Embora o significado biológico não seja conhecido, muitos estudos bioquímicos 
têm demonstrado que a MAGP1 interage com várias moléculas in vitro, dentre elas, 
fibrilinas 1 e 2, tropoelastina, biglican, decorina e colágeno tipo VI (Jensen et al., 2001; 
Finnis & Gibson, 1997; Werneck et al., 2004; trask et al., 2000). Até o momento, nenhuma 
patologia foi relacionada à deficiência ou mutações no gene da MAGP1. Estudos 
comparativos das seqüências de MAGP1 mostram que é uma proteína altamente 
conservada, não somente entre os mamíferos, mas também entre vertebrados inferiores 
(65% de homologia se considerada a molécula toda e 96% se considerada a região C-
terminal da proteína de mamífero comparada a do peixe zebra). Nenhum gene homólogo a 
MAGP1 foi encontrado em banco de dados de levedura, mosca ou vermes, sugerindo que 
MAGP1 é um gene relativamente novo na escala evolutiva. Na verdade, o aparecimento da 
MAGP1 coincide com o aparecimento do gene da elastina (Segade et al., 2002; Sage & 
Gray, 1981), sugerindo que estas proteínas estão relacionadas. 
Estudos com o peixe zebra mostraram que MAGP1 desempenha um papel 




MAGP1 é crítica para o desenvolvimento vascular. Alterações vasculares estão associadas 
com a diminuição da interação integrina/matriz extracelular (Chen et al., 2006), 
evidenciando a importância da MAGP1 como proteína capaz de mediar a interação das 
células com o ambiente externo. 
Para o entendimento da função da MAGP1, foram desenvolvidos animais com 
mutação no gene da MAGP, cuja estratégia foi a substituição dos éxons 3 a 6 pelo cassete 
que confere resistência a neomicina (neo) (figura 2.2). Esta modificação resultou em 
animais denominados deficientes em MAGP1 que apresentam um aumento de peso e de 
tecido adiposo, mas não possuem nenhuma patologia, são animais saudáveis (Weinbaum et 
al., 2008). 
 
Figura 2.2. Esquema da deleção da MAGP1. WT: animal selvagem; KO: deficiente em MAGP1 
(Weinbaum et al., 2008). 
 
Recentemente, dados obtidos por nosso grupo sugerem a importância desta 
molécula na formação de trombos na artéria carótida de camundongos. Utilizando o modelo 
fotoquímico de indução de trombos em camundongos selvagens e deficientes em MAGP1, 
estes últimos necessitaram de quase o dobro do tempo para formar um trombo que levasse a 
oclusão do vaso em estudo (57 min e 99 min, respectivamente). Os dados mostram que a 
MAGP1 interage com importantes moléculas do processo de formação do trombo como o 
Fator de von Willebrand e Fibrinogênio (Werneck et al., 2008).  
Weinbaum e colaboradores (2008) avaliaram a importância biológica da MAGP1 




tecidos elásticos ricos em microfibrilas fossem normais e funcionais, quando em 
background genético misto, anormalidades ósseas, comprometimento do sistema 
cardiovascular, alterações no metabolismo energético e problemas de cicatrização estavam 
presentes. Fenótipos associados com mutações nas proteínas microfibrilares têm sido 
atribuídos a uma inabilidade de a proteína mutada ligar-se e seqüestrar fatores de 
crescimento, particularmente membros da família TGF-β (Fator de crescimento 
transformante β). Neste trabalho foi visto que essa proteína pode se ligar as formas ativas 
de BMP-7 (proteína morfogênica do osso) e de TGF-β, sugerindo que as alterações 
encontradas poderiam estar relacionadas a estes fatores de crescimento.  
 
2.3. Importância da matriz extracelular 
Há algum tempo, muitos pesquisadores tem demonstrado a importância de 
moléculas da matriz extracelular (EMC) não só como parte de um arcabouço estrutural, 
mas também na determinação do destino das células circunvizinhas através da regulação da 
ação de fatores que influenciam os mais diferentes processos celulares, desde a 
diferenciação até a proliferação. Com as moléculas que compõem as microfibrilas não tem 
sido diferente. Por exemplo, pacientes portadores da Síndrome de Marfan apresentam 
mutações no gene da fibrilina-1. Esta doença se caracteriza por um grande 
comprometimento do desenvolvimento do esqueleto ósseo, dos pulmões e na formação dos 
grandes vasos como a artéria aorta. Dados recentes da literatura demonstram que estas 
anomalias estão relacionadas a uma desregulação da atividade do TGF-β devido à 
diminuição de Fibrilina-1 na matriz extracelular. O tratamento com Losartan, anti-




dentre outras atividades, diminui a expressão de TGF-β, leva a reversão dos sinais clínicos 
característicos de Marfan em camundongos transgênicos (Habashi et al., 2006).  
 
2.4. TGF-β 
O TGF-β, constituído por uma grande família de proteínas, está presente sob três 
isoformas — TGFβ-1, TGFβ-2 e TGFβ-3 (ten Dijke & Arthur, 2007). Ele promove 
diferentes respostas biológicas ligando-se a um par de receptores de membranas dos tipos I 
e II, que juntos ativam uma sinalização intracelular mediada pelas proteínas SMADs, que, 
uma vez fosforiladas, são levadas ao núcleo, onde ativam ou reprimem a transcrição de 
diferentes genes alvos (Massague & Gomis, 2006; Feng & Derynck, 2005). Esse fator, 
além de envolver-se em diferentes respostas biológicas, como no controle da proliferação e 
da diferenciação celular, desempenha papel importante durante a hematopoiese e a 
organogênese do coração, rim, osso, fígado, trato gastrointestinal e vascular.  Promove 
ainda inibição da proliferação de células do tecido conjuntivo, diminuição da degradação 
do colágeno e mantém a homeostasia no adulto, com funções autócrina, parácrina e, em 
alguns casos, endócrina. O desbalanceamento do TGF-β está relacionado a muitas 
patologias, dentre elas câncer, fibrose, doença auto-imune e vascular (Zeisberg et al., 2003; 
ten Dijke & Arthur, 2007). 
A superfamília TGF-β é composta por várias citocinas multifuncionais, incluindo 
TGF-β, BMPs, ativinas, inibinas e micostatina. Eles participam de uma gama de processos 
que incluem, dentre outras, diferenciação tecidual durante o desenvolvimento através da 
regulação da função de células imunes e mesenquimais (Bobik, 2006). TGF-β e BMPs têm 




re-estenose após angioplastia (figura 2.3). TGF-β 2 e 3 e BMP-4, 5, 6 e 7 são expressos por 
células na parede dos vasos e são capazes de modular o desenvolvimento e remodelamento 
vascular por alterarem a diferenciação, proliferação, migração, produção de matriz 
extracelular e atividade das células imunes (Ramirez & Dietz, 2007; Yamamoto et al., 
2000). 
Uma via de modulação do TGF-β ocorre pelo vasoconstritor angiotensina II, indutor 
da expressão de trombospondina 1, um potente ativador de TGF-β (Murphy-Ullrich & 
Poczatek, 2000). Na parede dos vasos, a sinalização via AT1 estimula a proliferação de 
VSMCs e fibrose da parede vascular. Estudos demonstram a utilização do fármaco losartan 
como antagonista de TGF-β, devido a um bloqueio no receptor AT1 de AngII e diminuindo 
os níveis de TGF-β. O Losartan é atualmente utilizado no tratamento clínico da hipertensão 
e prevenção de Acidente Vascular encefálico em adultos e crianças (Habashi et al., 2006). 
O excesso de sinalização de TGF-β na parede da aorta de pacientes com síndromes 
de aneurisma aórtico, incluindo a síndrome Loyes-Dietz (causada por mutação em TGF 
BR1 ou TGF BR2) e síndrome da tortuosidade arterial (causada por mutações em 
GLUT10) sugere que Losartan pode ser de grande relevância no tratamento das 







Figura 2.3. Participação de TGF-β em doenças. TGF-β participa de várias doenças humanas, 




A ação do TGF-β se inicia com a ligação a uma combinação de receptores de 
membrana específicos dos tipos I e II com atividade serina-treonina quinase. TGF-β liga-se 
ao seu receptor tipo II específico, TbRII, o qual fosforila e ativa o receptor tipo I, TbRI. O 
receptor tipo I propaga a sinalização por meio da ativação e fosforilação de proteínas 
citoplasmáticas da família de SMADs, conhecidas como receptor-regulated SMADs (R-
SMADs), SMAD2 e SMAD3. A fosforilação de R-SMADs permite a sua interação com 
common-mediator SMAD (co-SMAD), SMAD4, formando um complexo capaz de atingir 
o núcleo, onde irão modular a transcrição de genes-alvos (figura 2.4) (Massague, 1998). A 




fosforilação de R-SMAD e interfere na formação do complexo R-SMAD com Co-SMAD 
(Heldin et al., 1997). BMP, outro membro da superfamília de TGF-β, é bem conhecido 
pelos seus efeitos na formação óssea. De modo similar à sinalização de TGF-β e ativina, 
BMP atua através de seus receptores específicos e induz sinalização intracelular via R-
SMADs, SMAD1, SMAD5 e SMAD8, as quais se associam à co-SMAD, SMAD4. Esse 
complexo se move ao núcleo para modular a transcrição de genes-alvos de BMP. SMAD6 é 
a SMAD inibitória para sinalização de BMP. Assim, SMAD4 além de participar da 
sinalização TGF-β, é uma mediadora comum para outros membros da superfamília de 
TGF-β. Por outro lado, SMAD2 e SMAD3 são exclusivas da sinalização de TGF-β 
(Massague, 1998). 
Vale ressaltar que a ativação de TGF-β e das SMADs pode ser efetuada de forma 
independente pela angitensina II, ou seja, as SMADs podem ser ativadas sem que ocorra a 





Figura 2.4. Transdução da sinalização de TGF-β pelas SMADs (Ruiz-Ortega et al., 2007).  
 
2.6. Doença cardiovascular 
As doenças cardiovasculares exercem um papel preponderante na morbimortalidade 
mundial. No Brasil, constituem-se na principal causa de mortalidade e têm impacto 
relevante na carga de doença total do país. Por outro lado, trata-se de uma área com grande 
disponibilidade de ensaios clínicos e experimentação animal, na qual tem havido, 
internacionalmente, grandes esforços para o desenvolvimento de diretrizes baseadas em 
evidência científica (Leite et al. 2007; Oliveira et al., 2006). 
Em função da grande incidência de doenças cardiovasculares, estudos relacionados 
ao uso de stents intracoronários tem aumentado, principalmente associados ao tratamento 




(VSMC) e deposição de matriz extracelular, levam a formação de neoíntima, o que pode 
levar a reestenose do vaso em questão, constituindo assim, um grande problema após este 
procedimento (Yao et al., 2009). Alguns estudos têm indicado que TGF-β1 desempenha um 
papel importante na patogênese da reestenose, por ser um grande indutor da síntese de 
proteínas de matriz (Bobik, 2006; Yao et al., 2009;Ruiz-Ortega et al., 2007). 
Estudando a apoptose celular vascular após uma lesão, Pollman e colaboradores 
relataram um efeito bifuncional modulador do TGF-β1, onde essa citocina induz a morte de 
células endoteliais e previne a morte de VSMC. A superexpressão transitória de TGF-β1 
induz o crescimento da lesão vascular seguido por apoptose de células vasculares durante a 
retirada de TGF-β1 e regressão da lesão (Pollman  et al., 1999). 
 
2.7. Angioplastia 
A angioplastia é, na atualidade, um dos métodos mais importantes para o tratamento 
das lesões obstrutivas coronárias. O procedimento usa um cateter com um balão minúsculo 
no interior das artérias coronárias obstruídas, para dilatá-las e restaurar o fluxo de sangue 
sem necessidade de cirurgia de pontes de safena. Mas logo se descobriu que as artérias se 
obstruíam novamente, em até metade dos pacientes dentro de seis meses após o 
procedimento. Sendo assim, os médicos começaram a introduzir bobinas minúsculas de fio 
metálico chamado stents, para manter as artérias abertas, como se fosse um arcabouço de 
sustentação (da Luz & Solimene, 1997). 
Mas, a reoclusão dos vasos - ou reestenose - ocorre em aproximadamente 20% dos 
pacientes submetidos a este tipo de procedimento. Esta reestenose é causada por processos 




fator limitante da técnica de revascularização coronária percutânea, por cateterismo (da Luz 
& Solimene, 1997). 
No que se refere ao modelo de angioplastia em ratos wistar, Yao e colaboradores 
(2009), pesquisaram o uso de um PI poliamida (Pyrrole-imidazole polyamide) contra TGF-
β1. Os pesquisadores verificaram que as VSMC da íntima apresentaram um fenótipo 
sintético, após indução por PDGF (Platelet-derived growth factor), produzindo níveis 
elevados de várias citocinas e fatores de crescimento incluindo TGF-β, que estão 
envolvidos na formação neoíntima. Portanto, TGF-β1 induz formação de neoíntima por 
estimulação da proliferação de VSMC da camada íntima e, pela deposição de matriz 
extracelular, assim suprimindo a endotelização após uso de Stents. Sendo assim, esses 
pesquisadores utilizaram o PI poliamida como inibidor do RNAm para TGF-β1 na artéria 
carótida dos ratos, após injúria, e como resultado a esse tratamento, obtiveram uma rápida 
regeneração de células endoteliais, contribuindo para supressão da hiperplasia da íntima. 
 
2.8. Reestenose  
No processo da reestenose existe uma seqüência de eventos celulares, que podem 
ser divididos em três fases, embora essas fases possam não ser completamente 
individualizadas (Forrester et al. 1991). Na fase 1, a lesão vascular causa denudação 
endotelial, rompimento da neoíntima, ruptura da lâmina elástica interna, lesão das células 
musculares lisas da camada média e fratura e compressão da placa. Pela progressão do 
estiramento, pode ocorrer dissecção da camada média e dilatação da média e adventícia. Há 
interação de plaquetas e trombina com a parede lesada e liberação de substâncias 




crescimento derivados de plaquetas (PDGF – Platelet-Derived Growth Factor), fator de 
crescimento epidérmico (EGF – Epidermal Growth Factor), fator de crescimento 
fibroblástico (FGF – Fibroblast growth Factor) e TGF-β. Na fase 2, há ativação e replicação 
das células musculares lisas e sua migração da camada média para a íntima. Na fase 3, 
ocorre auto-replicação das células musculares lisas agora presentes na camada interna. 
Essas células sofrem uma mudança fenotípica: passam de células contráteis para células 
sintéticas. Quando elas perdem a capacidade de se replicar, passam a produzir 
proteoglicanos, sulfato de condroitina, dermatan-sulfato e heparan-sulfato, e há a 
modulação da matriz extracelular e remodelamento do vaso. Acontece formação de 
colágeno oriundo de fibroblastos e células musculares lisas, e de fibras de elastina. A fase 1 
dura de minutos a horas, e a fase 2 pode demorar dias ou semanas; a neoíntima se 
desenvolve de 30 a 60 dias após a lesão e pode continuar a crescer durante meses. A 
remodelação do vaso depende da modulação da matriz; na fase 3, ocorre a reendotelização 
do vaso lesado. A magnitude da neoíntima pode atingir valores consideráveis quando 
comparada à espessura da camada média arterial. De uma estrutura praticamente linear 
situada logo abaixo do endotélio, a região da íntima pode atingir 4-5 vezes a espessura da 
camada muscular lisa, como demonstrado em coelhos normais submetidos à angioplastia 
(Janiszewski et al., 1996). 
A figura 2.5 apresenta um corte transversal de uma artéria, onde é possível 
identificar suas camadas íntima (que é lesionada durante angioplastia), média e adventícia, 





Figura 2.5. Corte transversal de uma artéria. São mostradas as camadas íntima, média e adventícia, 
lamina elástica interna (IEL), lâmina elástica externa (EEL) e, na parte inferior, uma micrografia 
elétrica de transmissão da parede arterial. EC – Célula endotelial; SMC – Célula muscular lisa 
(Kielty et al., 2007). 
 
O mecanismo exato do remodelamento após a angioplastia não está determinado, 
frequentemente ocorre à dissecção arterial que se estende pelas camadas da média e da 
íntima; admite-se que a dissecção possa enfraquecer segmentos da parede do vaso e causar 
sua dilatação, como resposta ao estiramento resultante do crescimento da íntima; por outro 
lado, a resposta inflamatória à lesão pelo balão poderia iniciar o remodelamento por meio 
da liberação de enzimas proteolíticas (Currier et al., 1995). O papel do remodelamento 
arterial após arterectomia ou implante de stents não está determinado. Na grande maioria 
dos estudos, cujo objetivo foi a prevenção da reestenose após a angioplastia, foram 
direcionados apenas à prevenção da hiperplasia neointimal ou processos trombóticos ou 
espasmo, e não procuraram intervir no processo de remodelamento. Talvez essa seja a 
principal explicação para o fato de todas as intervenções farmacológicas realizadas até o 




Vale ressaltar que dados preliminares em nosso laboratório mostram que 
camundongos deficientes em MAGP1, apresentam uma maior formação de neoíntima (re-
estenose) no vaso após o procedimento de angioplastia. 
 
2.9. Fármaco – losartan 
O fármaco losartan é um inibidor do receptor AT1 de angiotensina II (ver figura 
2.6). Seu efeito resulta em vasodilatação e diminuição na produção de aldosterona pelas 
glândulas supra-renais, que leva a não retenção de sódio e água.  
Em relação aos seus efeitos, estudos com portadores da síndrome de Marfan, os 
quais apresentam desordem no tecido conjuntivo e frequentemente, anomalias nas 
estruturas esquelética, pulmonar, cardíaca, ocular, vasos sanguíneos entre outras, são 
tratados com o fármaco losartan, o qual melhora significativamente a redução no 
desenvolvimento do aneurisma, devido a um bloqueio no receptor (AT1) de angiotensina II 
e diminui os níveis de TGF-β (Robinson et al., 2006).  Adicionalmente, o trabalho de 
Habashi et al. (2006) demonstrou uma melhora na arquitetura das fibras elásticas, quando 
trataram camundongos transgênicos que apresentavam sinais clínicos de síndrome de 
Marfan, com anticorpo anti-TGF-β e, conforme aumentaram as doses de anticorpo, a 
melhora foi mais significativa. Nesse mesmo trabalho, foram também tratados animais com 
os fármacos propanolol e losartan, em que pôde ser verificado uma melhora significativa 
nas estruturas das fibras elásticas quando este último foi utilizado.  




























3.1. Objetivo geral 
O objetivo geral deste projeto foi avaliar a função da MAGP1 no processo de 
formação de neoíntima em camundongos. 
3.2. Objetivos específicos 
 
 
3.2.1. Verificar a formação de neoíntima em camundongos selvagens e deficientes em 
MAGP1 através de um modelo de angioplastia. 
 
3.2.2. Verificar se o tratamento com losartan altera a formação de neoíntima em 
camundongos selvagens e deficientes em MAGP1. 
 
3.2.3. Quantificar TGF-β no plasma dos animais selvagens e deficientes em MAGP1 
tratados e não tratados com losartan, bem como sua atividade nas amostras de vasos 

















































O anestésico cloreto de ketamina foi adquirido da Agener União Química 
Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, SP, e cloreto de xilazina da Vetbrands Saúde 
Animal, Paulínia, SP. O fármaco Losartan foi obtido da Biolab Sanus Farmaceutical 
LTDA, São Paulo. Os demais reagentes foram produtos analíticos de uso corrente 
adquiridos no comércio local. 
4.2. Animais 
 
Para realização dos experimentos foram utilizados camundongos selvagens da 
linhagem C57BL6 provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica 
(CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas, SP. Já os camundongos deficientes em 
MAGP1-/- foram cedidos pelo Dr Robert P. Mecham, Washington University School of 
Medicine (WUSW), EUA. Os camundongos foram mantidos em temperatura de 22 ± 1ºC 
em ciclo de claro e escuro de 12h, com livre acesso a água e ração. Os protocolos 
experimentais utilizados com os animais foram previamente submetidos e aprovados pelo 
Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA/IB/UNICAMP) protocolo número 
1823-1. Além disso, para os roedores, foi utilizada dieta padrão (Nuvilab CR1®).  
4.3. Tratamento com fármaco 
 
Os animais foram tratados por quatro semanas com o fármaco losartan 





4.4. Aferição da pressão sanguínea por pletismografia 
 
Grupos de quatro animais (23-25g) foram dispostos em uma plataforma aquecida a 
37ºC com quatro canais, em seguida suas caudas foram colocadas em um manguito, a fim 
de obstruir o fluxo sanguíneo, e imobilizado com fita adesiva. O fluxo sanguíneo foi 
avaliado fotoeletricamente através da amplitude de onda gerada quando ocorre a deflação 
do manguito. Foram realizadas 10 medições preliminares, para determinar o padrão de 
estabilidade, e outras 25 medições, com intervalo de 25 segundos entre cada aferição. Essas 
medições foram realizadas durante uma semana utilizando um total de seis animais para 
cada grupo de tratamento, sendo que os dois primeiros dias da semana foram considerados 
período de adaptação dos animais. O pletismógrafago está ligado a um computador onde 
foram registrados dados como: Pressão sanguínea Sistólica, Diastólica, Pulsação cardíaca e 
a Pressão sanguínea Média (Krege et al., 1995). Abaixo, na figura 4.1, está demonstrado o 
aparelho de plestismografia utilizado para aferição da pressão sanguínea. 
 
 
Figura 4.1. Imagem do aparelho de pletismografia. A) plataforma de controle e em cima o notebook 
com o software para aferição da pressão sanguínea e B) plataforma aquecida onde os camundongos 









Foram utilizados camundongos selvagens e deficientes em MAGP1, tratados ou não 
com losartan, com peso entre 23-25g anestesiados com 16 mg/kg de xilazina e 100 mg/kg 
de ketamina. Foi utilizado um n de 18 animais para cada grupo. As artérias carótidas 
esquerda comum e interna foram firmadas com um grampo para a interrupção do fluxo 
sanguíneo e uma sonda metálica de 0,63 mm de diâmetro foi introduzida na artéria carótida 
comum por meio da artéria carótida externa (esse procedimento foi repetido 3x). 
Esta sonda provoca uma dilatação do vaso de aproximadamente 2,5x do seu tamanho, 
que resulta em lesão endotelial. A sonda foi retirada e a carótida externa  
ligada nos dois lados da arteriotomia, os grampos foram removidos e a pele suturada com 
fio de Ácido Poliglicólico 6.0 cor violeta (PGA-6015, Techsuture), conforme demonstrado 
na figura 4.2. Em seguida, os camundongos ficaram em recuperação por 4 dias e, logo após 
foram novamente tratados com losartan 15mg por 21 dias ou placebo (Vicente et al., 2007).  
    
Figura 4.2. Imagem da cirurgia de angioplastia. A- Isolamento da artéria carótida esquerda  e 
interrupção do fluxo sanguíneo através de um clamp colocado na artéria carótida comum e interna; 
B- Inserção da sonda e C- Arteriotomia. 
 
4.6. Análise dos Cortes Histológicos 
 
 Após 21 dias da cirurgia, os camundongos foram anestesiados com 16 mg/kg de 




Logo, no ventrículo esquerdo foi posicionado um cateter e perfundido com soro fisiológico 
por 5 minutos a uma pressão constante de 100 mmHg. A artéria carótida foi coletada e 
embebida em O.C.T. (Tissue-Tek Optimal Cutting temperature Compound). 
Posteriormente, foram feitos cortes de 8-µm a partir do segmento lesionado, por meio de 
um micrótomo (Microm HM505E) e corado com hematoxilina e eosina. Foram montadas 
25 lâminas com 5 cortes em cada lâmina. As imagens foram feitas em microscópio com 
lente ocular 10x e objetiva 40x (Axio Observer.Z1, Zeiss) e fotografadas com câmera 
digital (AxioCam MRC). A área do corte transversal da lâmina elástica externa e lâmina 
elástica interna foi determinada por meio do software AxioVision Rel.4.8. A área da íntima 
foi calculada por subtração da área do lúmen, a partir da área total englobada pela lâmina 
elástica interna. A área da média foi calculada por subtração da área englobada pela lâmina 
elástica interna, a partir da lâmina elástica externa, como representado na figura 4.3 






Figura 4.3. Corte transversal da artéria carótida comum esquerda de um animal deficiente em 
MAGP1 tratado com placebo, corado com Hematoxilina e Eosina. LEE – Lâmina elástica externa; 
LEI – Lâmina elástica interna; N – Área de formação de neoíntima; L – Lúmen do vaso 
 
4.7. Quantificação de TGF-β no plasma por ELISA 
 
 Após quatro semanas de tratamento, os animais selvagens e deficientes em MAGP1 
tratados com losartan ou placebo foram anestesiados com os cloretos de ketamina e xilazina 
e logo após foi retirado o sangue pela veia cava inferior, utilizando como anticoagulante o 
EDTA a uma concentração de 10%. O sangue foi mantido em gelo por um tempo máximo 
de 30minutos. Logo após, foi submetido à centrifugação de 1000xg por 20 minutos, o 
plasma foi então transferido para um novo tubo e submetido a uma centrifugação de 




 A análise foi realizada a partir do kit ELISA (R&D Systems, Minneapolis-USA) 
seguindo as instruções do fabricante. Onde, 40µl do plasma em questão foi ativado com 10 
µl de 1N HCL por 10 minutos e posteriormente foi neutralizado com 8µl da solução de 
1,2N NaOH/0,5M HEPES, e em seguida, diluído em diluente de calibração na concentração 
de 1:60. 
 Na placa de ELISA, sensibilizada com anticorpo primário, foi adicionado 50µl do 
diluente RD1-73 e 50µl do padrão, controle ou amostra ativada, em cada poço. A placa foi 
coberta e incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Após a incubação, a placa foi 
lavada com auxílio de um lavador de placas (Multiwash II, Tricontinent scientific - USA) 
com tampão de lavagem por 4 vezes, e 100µl do TGF-β conjugado foi adicionado a cada 
poço e novamente incubada por 2 horas e, em seguida, lavada por 4 vezes com tampão de 
lavagem. Foi adicionado 100µl de tampão de lavagem e a placa foi protegida da luz e 
incubada por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado solução Stop em cada poço. A leitura 
foi realizada em um leitor de ELISA (Synergy 2, Biotek, Winooski - USA) a um 
comprimento de onda de 450nm (com correção fixada em 540nm ou 570nm). 
 
4.8. Análise Estatística 
 
Os valores foram expressos como média ± DP. As diferenças entre médias foram 



























5. Resultados  
 
Como descrito em materiais e métodos, os animais foram submetidos à angioplastia 
e após 21 dias de tratamento os animais foram novamente anestesiados e perfundidos com 
soro fisiológico (conforme materiais e metódos). As artérias carótidas esquerda e direita 
(controle) foram coletadas e preparadas para o corte histológico. Os cortes foram corados 
com hematoxilina e eosina, onde pode-se ver o núcleo das células musculares lisas e as 
lâminas elásticas do tecido estudado.  
A figura 5.1 mostra as imagens das carótidas, esquerda e direita de animais 
selvagens (MAGP1+/+) e deficientes em MAGP1 (MAGP1-/-) tratados com losartan ou 
placebo. É possível identificar a lâmina elástica interna (LEI), lâmina elástica externa 
(LEE), o lúmen do vaso (circundado pela LEI), a área de formação de neoíntima (células 
musculares lisas que proliferaram em direção ao lúmen do vaso), e a área da camada média 
(entre as LEE e LEI). A partir das imagens das carótidas dos animais foi possível analisar a 
formação de neoíntima e a eficácia do tratamento com losartan. 
Os cortes foram analisados por meio do software AxioVison Rel.4.8. onde a 
porcentagem de neoíntima (figura 5.2) foi dada pela área de formação de neoíntima em 
relação ao lúmen do vaso (área delimitada pela lâmina elástica interna). Na figura 5.3 foi 






Figura 5.1. Corte histológico da artéria carótida esquerda (E, F, G e H) e direita (A, B, C e D) de 
animais selvagens e deficientes em MAGP1 em coloração hematoxilina e eosina, ambos os grupos 
foram tratados com losartan ou placebo. LEE corresponde à lâmina elástica externa e LEI lâmina 
elástica interna. Aumento de 200x. n=125 cortes por animal por grupo. 
 
Figura 5.2. Comparação da porcentagem de neoíntima após cirurgia de angioplastia na artéria 
carótida esquerda de camundongos selvagens e deficientes em MAGP1, ambos os grupos foram 
tratados com losartan ou placebo. No gráfico, * representa diferença significativa, p‹ 0,05. 
MAGP1+/+: selvagem; LOS: losartan 15mg; MAGP1-/-: animal deficiente em MAGP1; PLA: 













Figura 5.3. Área da formação de neoíntima (µ2). Comparação da área de neoíntima após cirurgia de 
angioplastia na artéria carótida esquerda de camundongos selvagens e deficientes em MAGP1, 
ambos os grupos foram tratados com losartan ou placebo. No gráfico, * representa diferença 
significativa, p‹ 0,05. MAGP1+/+: selvagem; LOS: losartan 15mg; MAGP1-/-: animal deficiente em 
MAGP1; PLA: placebo. n=18 animais por grupo. 
 
O espessamento da média foi calculado por subtração da área total englobada pela 










Figura 5.4. Análise do espessamento da média após a cirurgia de angioplastia na artéria carótida 
esquerda de camundongos selvagens e deficientes em MAGP1-/-, ambos os grupos foram tratados 
com losartan ou placebo. MAGP1+/+: selvagem; PLA: placebo; LOS: losartan 15mg; MAGP1-/-: 




Para verificar a possível ação do losartan na pressão sanguínea, e conseqüentemente 
na formação de neoíntima, os animais foram submetidos a um ensaio de aferição da pressão 
sanguínea. Foi utilizado um método não invasivo de aferição, onde os animais foram 
dispostos em um aparelho de pletismografia. O fluxo sanguíneo foi avaliado através da 
amplitude de ondas gerada, quando ocorre a deflação do manguito. A figura 5.5 mostra os 
parâmetros hemodinâmicos onde foi possível avaliar a pressão sanguínea sistólica (figura 
5.5 A), em B, a diastólica, em C, a média entre a sistólica e a diastólica e, em D, a razão 
cardíaca ou pulso que é dado por batimentos/minuto.  
 
Figura 5.5. Parâmetros hemodinâmicos. A – Pressão sanguínea sistólica; B – Pressão Diastólica, C 
– A média da pressão sanguínea; D – Pulsação. MAGP1+/+: selvagem; PLA: placebo; LOS: losartan 





 Como o TGF-β tem sido intimamente relacionado ao processo de reestenose na 
literatura, e o losartan é considerado um antagonista desse fator de crescimento, foi de 
nosso interesse analisar os níveis séricos de TGF-β nos animais estudados. A dosagem foi 
realizada utilizando um kit ELISA específico para TGF-β (Figura 5.6), conforme descrito 
em materiais e métodos.  
 
 
Figura 5.6. Análise de TGF-β total no plasma. MAGP1+/+: selvagem; PLA: placebo; LOS: losartan 









































Até o momento não há relatos de patologias relacionadas à ausência ou a deficiência 
de MAGP1, entretanto, dados preliminares, que deram origem a este trabalho, demonstram 
que esta proteína pode estar relacionada com processo de reestenose e formação de trombo, 
por aumentar a formação de neoíntima e o tempo necessário para se formar um trombo que 
oclua a artéria carótida, respectivamente (Weinbaum et al., 2008). Sendo assim, sabendo da 
possível interação da MAGP1 com TGF-β ativo e da vasta descrição na literatura, onde 
esse fator de crescimento está relacionado à formação de neoíntima, foi de nosso interesse 
tratar camundongos deficientes em MAGP1 com losartan (bloqueador de receptor AT1 de 
AngII), a fim de comparar se a inibição do receptor AT1, provocada pelo losartan, pode 
atuar na inibição da resposta excessiva do TGF-β, a qual poderia estar desencadeando um 
aumento na proliferação da neoíntima.  
Foi observado no grupo dos animais deficientes em MAGP1, tratados com losartan 
15mg (49,3% ± 40,86), uma tendência a redução na porcentagem de neoíntima em 
comparação com os animais placebo (76,35% ± 26,82). Já nos animais selvagens tratados 
com losartan (29,98% ± 40,14) houve uma redução significativa em comparação com os 
animais tratados com placebo (68,22% ± 34,99), conforme demonstrado nas figuras 5.2 e 
5.3. Foi observado, embora sem diferença estatistica, uma tendência ao aumento na 
formação de neoíntima no grupo dos animais deficientes em MAGP1, tratados com 
placebo, quando comparados com animais selvagens, também tratados com placebo.  
Quando a formação de neoíntima foi analisada por área real da neoíntima (figura 




os animais não tratados com os animais tratados, de ambos os grupos estudados. Sugerindo 
que o tratamento com losartan é eficaz na redução da formação de neoíntima em ambos os 
modelos animais, e que ao contrário do que se pensava, a MAGP1, parece, não apresentar 
nenhuma função na formação de noeíntima. 
Os dados encontrados divergem dos dados preliminares que deram base a esse 
estudo. Essa divergência pode ser explicada pelo fato dos dados iniciais terem sido 
realizados no laboratório do Dr Robert P. Mecham, Washington University School of 
Medicine (EUA), onde os camundongos da linhagem C57BL6 possivelmente apresentam 
alguma diferença, da mesma linhagem dos criados no Centro Multidisciplinar para 
Investigação Biológica (CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas, SP (utilizados 
neste trabalho). Essa hipótese foi levantada após análise dos dados obtidos, onde os animais 
deficientes em MAGP1 (doados pelo laboratório do Dr Robert P. Mecham) apresentaram 
resultados semelhantes aos obtidos nos dados preliminares (79,9%) e os animais selvagens 
(provenientes do CEMIB) apresentaram uma formação de neoíntima maior (68,22% ± 
34,99) se comparados com os selvagens americanos (52,7%).  
Conforme descrito na literatura, a angioplastia provoca um espessamento da média 
em relação aos animais que não sofreram angioplastia (Chen et al., 2001). Nós encontramos 
um espessamento da média em todos os grupos de animais em relação aos não operados 
(dados não mostrados). Além disso, não foi observada alteração significativa no 
espessamento da média entre os grupos de animais operados; nos animais selvagens 
(36519,16µm2 ± 15776,89) em comparação com animais selvagens tratados com losartan 
15mg/kg/dia (26313,21µm2 ± 12223,83) e nos animais MAGP1-/- tratados com placebo 
(34513,7µm2 ± 15651,99) em comparação com os tratados com losartan 15 mg/kg/dia 





Dados publicados por nosso grupo demonstraram que a MAGP1 é capaz de 
interagir com o TGF-β1 ativo, sugerindo que poderia estar envolvida na regulação da ação 
deste fator de crescimento (Weinbaum et al., 2008).  
Para verificar os níveis de TGF-β nos animais, este foi dosado no plasma utilizando 
um kit ELISA. Não foi observada diferença significativa entre os grupos analisados, 
embora os animais deficientes em MAGP1 apresentem uma tendência no aumento dos 
níveis de TGF-β (Figura 5.6). Esses dados são referentes aos níveis plasmáticos de TGF-β 
total.  
Kauffman et al. (1991) estudaram a inibição da formação da neoíntima após a 
angioplastia em ratos tratados com losartan e observaram que a redução da neoíntima é 
dose dependente para o fármaco losartan. Quando foi administrada a dose de 5mg/kg/dia a 
redução da íntima não foi significante (23%) em comparação com a dose de 15mg/kg/dia, 
que foi significante (48%), quando comparados com o grupo placebo. Ressaltando que a 
dose de 15mg/kg/dia utilizado neste trabalho é uma dose eficaz na redução da formação de 
neoíntima, conforme visto na figura 5.3.  
Os resultados encontrados estão de acordo com um estudo recente, realizado por Yi 
et al. (2010), onde a hiperplasia da neoíntima foi avaliada em machos C57Bl6 (mesma 
linhagem utilizada no presente estudo) submetidos a uma cirugia de colocação de um 
manguito na veia femoral esquerda. Após a cirurgia os animais foram tratados, via 
gavagem, por 14 dias, com diferentes doses de losartan. Losartan 20mg/kg/dia reduziu 
significativamente a formação de neoíntima e também a proliferação celular, (analisada 




Não houve alteração na média. Esses resultados sugerem que o efeito protetor de losartan 
na formação de neoíntima é mediado por inibição da hiperplasia celular com consequente 
bloqueio da síntese de DNA. 
Em relação aos efeitos causados pelo TGF-β na formação de neoíntima, o estudo de 
Chen et al. (2001) demonstrou uma atenuação da proliferação da íntima da aorta em 
coelhos tratados com 25mg de losartan/kg/dia na água de beber por 10 semanas. Foi 
observado também um aumento nos níveis de AngII e uma não alteração na expressão dos 
receptores AT1 na aorta. 
Conforme o trabalho de Yao et al. (2009), que avaliou o uso de um novo silenciador 
de gene, pyrrole-imidazole (PI), para TGF-β em ratos, demonstrou uma diminuição 
significativa da porcentagem de neoíntima (57%) após 21 dias de injúria e, além disso, foi 
visto uma diminuição na expressão do RNAm e de proteína de TGF-β três dias após a 
injúria. 
Yamamoto et al. (2000) avaliou o mecanismo de aterosclerose e restenose após 
angioplastia em ratos, no qual foi construido um oligonucleotídeo ribozima inibidor do 
gene de TGF-β. Foi observado uma redução do TGF-β e uma significante diminuição na 
formação de neoíntima.  
Entretanto, os dados encontrados no presente trabalho divergem dos dados 
apresentados na literatura acima citada, onde os modelos animais aqui estudados não 
apresentaram alterações nos níveis séricos de TGF-β. O fármaco losartan apresentou uma 
ação efetiva na redução da formação de neoíntima (figura 5.3), sem alterar os níveis de 




desse fator de crescimento. Mas, a sinalização deTGF-β (via das Smads) pode estar 
alterada. 
Para verificar a possível ação do losartan na pressão sanguínea, e conseqüentemente 
na formação de neoíntima, os animais foram submetidos a um ensaio de aferição da pressão 
sanguínea. A figura 5.5 mostra os parâmetros hemodinâmicos onde foi possível avaliar a 
pressão sanguínea sistólica (figura 5.5 A), em B, a diastólica, em C, a média entre a 
sistólica e a diastólica e, em D, a razão cardíaca ou pulso que é dado por 
batimentos/minuto. Foi observado que todos os animais, tratados com losartan ou placebo, 
não apresentaram nenhuma alteração na pressão sanguínea e batimentos cardíacos, 
sugerindo que a ação do losartan, nesses animais, é independente de efeitos hipotensores. 
No que se refere à pressão sanguínea de ratos tratados com fármacos, Oliveira et al. 
(2009), compararam o efeito do tratamento com os fármacos enalapril 60mg/kg/dia e 
losartan 20mg/kg/dia em ratos sedentários em comparação com animais com hipertrofia 
ventricular esquerda induzida por treinamento de natação. Assim como os resultados 
encontrados no modelo animal utilizado nessa dissertação, os pesquisadores acima citados 
demonstraram que não houve redução da pressão sistólica nos animais tratados, com 
losartan, e também com enalapril, quando comparados com os não tratados. 
Prescott et al. (1991), analisaram a atuação de um inibidor da enzima conversora de 
Angiotensina (ACE) e de um antagonista do receptor AT1 na formação de neoíntima. Foi 
comparado o efeito do benazeprilat (metabólito ativo do benazepril – 3mg/kg/dia) com o 
DuP753 (antagonista específico do receptor AT1 – 10mg/kg/dia) na formação de neoíntima 
bem como na proliferação e migração de células musculares lisas em ratos, após lesão da 
carótida provocada por cateter inflável. Tanto o inibidor da ACE (enzima conversora de 




neoíntima (35% e 49% respectivamente). O tratamento com antagonista de AT1 provocou 
uma redução de 53% na proliferação de SMC (células musculares lisas) da média e 94% na 
migração de SMC, entretanto o inibidor da ACE não apresentou efeitos na proliferação 
celular, reduzindo apenas, a migração de SMC em 68%. Nesse mesmo trabalho, os animais, 
normotensos, foram submetidos a um ensaio de aferição da pressão sanguínea após o 
tratamento. Foi verificado que o inibidor da ACE provocou uma redução de 15 mm Hg na 
pressão média, quando comparado com o grupo controle, enquanto o tratamento com 
antagonista de AT1 não apresentou redução na pressão dos animais. Juntos, esses dados 
sugerem que a inibição de compostos do sistema renina-angiotensina podem suprimir a 
formação da lesão vascular por outros mecanismos e não, pela redução da pressão 
sanguínea. Além disso, o fato do inibidor da ACE e o antagonista de AT1 serem capazes de 
inibir o desenvolvimento da lesão demonstram a importância da AngII na formação de 
neoíntima. 
Gibbons et al. (1992) observaram que quando TGF-β foi bloqueado, AngII 
estimulou a síntese de DNA e divisão celular das VSMC de ratos normotensos, sugerindo 
que AngII estimula a hiperplasia quando PDGF-A é o fator de crescimento 
dominantemente expresso, sendo assim, AngII estimula a hipertrofia celular quando TGF-β 
é dominantemente expresso. Como mostrado na figura 6.1, TGF-β e AngII compartilham 
alguns mecanismos intracelulares envolvidos na fibrose, incluindo ativação de proteína 







Figura 6.1. Mecanismo molecular implicado na fibrose vascular causado por AngII e TGF-β. AngII 
ativa vários sistemas de sinalização intracelular comum ao TGF-β, incluindo ativação da via das 
Smads, proteína kinases (MAPK e Rho-kinase) e produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), 
que regulam a expressão de mediadores pró-fibróticos (CTGF) e turnover de EMC (por aumentar a 
síntese de proteína de EMC e inibir sua degradação).  
 
Lacchini et al. (2009) avaliaram se a formação de neoíntima induzida por manguito 
é influenciada por titulação do gene da ACE em camundongos. Foram utilizados 
camundongos geneticamente modificados que apresentavam de 1-4 cópias do gene de 
ACE, sem anormalidades vasculares detectáveis e sem alteração da pressão sanguínea. A 
formação de neoíntima na artéria femoral foi maior nos camundongos que apresentavam 3 
e 4 cópias do gene quando comparados aos animais com 1 e 2 cópias. A atividade da ACE 
foi avaliada nos camundongos com 1 e 3 cópias (que representam o extremo da resposta 
observada). Essa atividade foi maior nos animais com 3 cópias quando comparados com o 
1 cópia, em vasos que não sofreram injúria. Após injúria a atividade da ACE aumentou 




contraprova os animais foram tratados com inibidor da ACE (enalapril) e um bloqueador do 
receptor AT1 de AngII (losartan). Tanto enalapril quanto losartan reduziram a formação de 
neoíntima do camundongo 3 cópias a valores semelhantes aos encontrados nos animais 1 
cópia não tratados, enquanto o tratamento de animais 1 cópia com AngII aumentou a 
formação de neoíntima nesses animais em níveis semelhantes aos encontrados nos animais 
3 cópias. Esses dados sugerem que a AngII parece ser o principal modulador desta resposta, 
uma vez que tanto inibidor da ACE quanto bloqueador do receptor AT1 foram efetivos na 
redução da formação de neoíntima.   
Os dados aqui apresentados estão de acordo com o trabalho de Lacchini (2009) e 
Prescott (1991), onde foi sugerida a importância do sistema renina-angiotensina na 
formação de neoíntima, uma vez que nossos grupos de animais não apresentaram alterações 


























• A MAGP1 parece não ser importante no processo de formação de neoíntima no 
modelo animal utilizado; 
• O fármaco Losartan reduz a formação de neoíntima sem alterar a pressão sanguínea; 
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Trabalhos em Congresso 
 
• “MAGP-1 and Thrombus Formation” 
 
X Simpósio Brasileiro de Matriz Extracelular e V International Symposium on 
Extracellular Matrix. 
 
Local: Búzios-RJ, Brasil. 
 
• “Characterization of MAGP1 Domain with Pro-thrombotic Activity” 
 
XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology. 
 
Local: São Paulo-SP, Brasil. 
 
• “Evaluation of MAGP1 Function in Thrombus Formation” 
 
XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology. 
 
Local: São Paulo-SP, Brasil. 
 
• “Evaluation of Fibrilin-1 Role in Arterial Thrombogenesis” 
 
XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology. 
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